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略語	
	
POSTN	 	 periostin		
	
UC	 	 ulcerative	colitis	
	
UC-CRC	 	 ulcerative	colitis-associated	colorectal	cancer	
	
TNF-α	 	 tumor	necrosiss	factor-α	
	
AOM	 	 azoxymethane	
	
PBS	 	 phosphate	buffered	saline	
	
DSS	 	 dextran	sodium	sulfate	
	
mRNA	 	 messenger	RNA	
	
RT-PCR	 	 reverse	transcription	polymerase	chain	reaction	
	
FBS	 	 fetal	bovine	serum	
	
NOG	 non-obese	diabetic/severe	combined		
	
immune-deficient/interleukin-2	receptor	γnull	
	
DAB	 	 3,3’-diaminobenzidine	tetrahydrochloride	
	
CAFs	 	 cancer	associated	fibroblasts	
	
FITC	 	 fluorescein-4-isothiocyanate	
	
7AAD	 	 7-aminoactinomycin	D	
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DAPI	 	 4’,6-diamidino-2-phenylidole	
	
TUNEL	 terminal	deoxynucleotidyl	transferase	dUTP	nick	end	labeling	
	
BNIP3	 B-cell	leukemia/lymphoma	2/adeno-virus	E1B	19KD	interacting				
protein	3	
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1.要約	
	
	
背景	
	
	 近年、癌の発生や進展の過程における癌-間質相互作用が精力的に解析されてきている。	
	
ペリオスチン（POSTN）は主に線維芽細胞から分泌される糖蛋白であり、上皮細胞の接着に	
	
関わる細胞外マトリックスとして働いている。最近、POSTN が様々な種類の癌組織において	
	
過剰発現していることが明らかになり、腫瘍進展に重要な役割を担う可能性が想定されて	
	
いる。POSTN はインテグリン受容体を介して腫瘍細胞の生存・血管新生・浸潤・転移、さら	
	
には上皮間葉転換にも関与していると報告されている。	
	
しかし、潰瘍性大腸炎関連結腸直腸癌	(UC-CRC)	における機能は不明な点が多い。	
	
目的	
	
	 本研究の目的は POSTN が UC-CRC において果たす役割を明らかにする事とした。	
	
方法および結果	
	
1）野生型マウスにおいて UC-CRC を想定した azoxymethane（AOM）/dextran	sulfate	
	
sodium（DSS）発癌モデルを作成した。形成された腫瘍において POSTN・Ki-67 の免疫染色	
	
を行ったところ、腫瘍浸潤方向の間質において POSTN 発現の上昇が認められた。	
	
2）UC-CRC 手術検体において POSTN・Ki67 の免疫染色を行ったところ、腫瘍先進部に接した	
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間質において POSTN の発現が上昇していた。	
	
3）NOG マウス皮下にマウス大腸癌細胞株 CMT93 を移植し、形成された腫瘍において POSTN	
	
の免疫染色を行ったところ、腫瘍内部に浸潤した線維芽細胞の POSTN 発現が上昇していた。	
	
4）POSTN	knock	out マウス	(Postn-/-)	および POSTN 野生型マウス（Postn+/+）において	
	
AOM/DSS 発癌モデルを作成したところ、AOM/DSS 開始後 20 週で Postn-/-の大腸腫瘍の数及び	
	
腫瘍の表面積が Postn+/+における腫瘍よりも有意に増加した。同実験系において急性期の腸	
	
炎を評価すると、体重変化や腸管長といった表現型の差は認められず、また大腸組織にお	
	
ける炎症性サイトカイン（mRNA）の発現にも差は認められなかった。	
	
5）上記 4）で作成した Postn-/-と Postn+/+の大腸腫瘍から cancer	associated	fibroblasts	
	
（CAFs）を樹立し、その培養上清をマウス結腸直腸癌細胞株 CMT93 に投与したところ、	
	
Postn+/+-CAFs の馴化培地投与によって増殖能が抑制される事が確認された。さらに、	
	
Recombinant	POSTN（rPOSTN）を CMT93 に投与したところ、増殖能の低下が確認された。	
	
その一方、ウェスタンブロッティングで細胞内増殖シグナル(ERK,	AKT,	NF-κB,IκBα)を	
	
評価したが、明らかな差は認められなかった。	
	
6）rPOSTN 投与により変動する遺伝子をマイクロアレイによって解析したところ、アポトー	
	
シス誘導分子として知られている Bnip3 の発現が rPOSTN 投与により増加していた。	
	
Flow	cytometry での解析では、rPOSTN 投与により早期アポトーシスの増加が認められた。	
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7）上記 4）で作成した Postn-/-及び Postn+/+の腫瘍組織でのアポトーシスを TUNEL アッセイ	
	
で評価したところ、Postn+/+での腫瘍組織での TUNEL 陽性細胞が有意に増加していた。	
	
結論	
	
	 潰瘍性大腸炎関連結腸直腸癌において POSTN は癌増殖部位に対してアポトーシスを誘導	
	
し、癌抑制的に機能している可能性が考えられた。	
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2.研究背景	
	
	
	 潰瘍性大腸炎（UC；ulcerative	colitis）は大腸粘膜に慢性的な炎症を来す事によって	
	
血便や腹痛、発熱などといった症状をきたす原因不明の疾患である。その発症には環境要	
	
因と遺伝的要因のいずれもが関与しているとされている。本邦において UC 患者数は増加傾	
	
向であり、平成 25 年度末時点での患者数は 166,060 人である 1)。その治療法としては 5-ア	
	
ミノサリチル酸製剤や副腎皮質ステロイド、アザチオプリン、カルシニューリン阻害薬、	
	
抗 TNF-α 抗体製剤などの薬剤による治療や血球除去療法、外科手術が適応となっている 2)。	
	
	 近年、UC は内科的治療によって長期に臨床的寛解状態を維持できるようになってきたが、	
	
罹病期間が長期に及ぶとそれに比例して潰瘍性大腸炎関連結腸直腸癌（UC-CRC；	
	
ulcerative	colitis-associated	colorectal	cancer）を発症するリスクが増加するとされ	
	
ている。健常人と比較すると UC 患者では結腸直腸癌の発症リスクは 2.4 倍となり、また男	
	
性である事、UC 診断時年齢が若年である事、全大腸炎型である事などが危険因子として報	
	
告されている 3)。また、UC 患者の死因のうち約 10-15%を UC-CRC が占めているとも報告され	
	
ており 4)、UC-CRC の発症や進展に関わる因子を解明する事は、UC 患者の予後に直結する極	
	
めて重要な課題である。	
	
	 近年、癌とその間質の相互作用に関する研究が盛んに行われている中で、線維芽細胞か	
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ら分泌される蛋白であるペリオスチン（POSTN；periostin）が注目されてきている。	
	
POSTN は他の細胞外マトリックスを構成する蛋白と共に組織構築の維持に関わっており、ま	
	
た、インテグリン受容体を介して細胞に作用し、細胞の活性化や遊走、生存などといった	
	
細胞機能を制御する役割があると報告されている 5)。	
	
	 さらに癌との関連については、非小細胞肺癌や卵巣癌、神経芽細胞腫 6)7)8)等といった様々	
	
な癌組織において POSTN が高発現している事が明らかとなっている。また、肺癌において	
	
上皮間葉転換に関与し転移を促進する 9)という報告もあり、腫瘍の進展に重要な役割を担っ	
	
ている可能性が想定されている。大腸癌において POSTN 高発現例は予後不良であるという	
	
報告もあるが 10)、UC-CRC の発生における POSTN の役割は未解明な部分が多い。	
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3.研究目的	
	
	
	 本研究は、癌細胞と間質細胞の関係を明らかにするために、POSTN に着目した。UC-CRC	
	
において POSTN が果たす役割を解明するために、以下の項目について検討を行った。	
	
1.UC-CRC を想定した発癌モデルマウス、及び UC-CRC 手術検体における POSTN の発現につい	
	
て検証する。	
	
2.POSTN ノックアウトマウスを用いて腸炎モデルを作成し、大腸における発癌進展への影響	
	
を検討する。	
	
3.POSTN の大腸癌細胞に対する影響を in	vitro で解析する。	
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4.研究方法	
	
	
マウス大腸における発癌モデルの作成	
	
	 動物実験は宮城県立がんセンター動物実験施設管理委員会の承認を受け、「国立大学法	
	
人東北大学における動物実験等に関する規定」を遵守して行った。	
	
	 日本クレア株式会社より C57BL/6N マウス（8-10 週齢）を購入し POSTN 野生型（Postn+/+）	
	
として使用した。また、POSTN 遺伝子欠失マウス（Postn-/-）は東京工業大学工藤教授より	
	
供与を受けた C57BL/6N 系統のマウス 11)を使用した。いずれのマウスも飼育室へ搬入した後	
	
の 1 週間を環境適応期間として飼育した後に実験に使用した。	
	
	 炎症性発癌モデルは田中らの報告 12)に従って azoxymethane（AOM；Sigma-Aldrich）を PBS	
	
（phosphate	buffered	saline；リン酸緩衝生理食塩水）を用いて 1μg/μl に調整し、実	
	
験第 0 日に 10mg/kg の用量でマウス腹腔内に注射した。次に実験第 7 日から第 14 日まで、	
	
マウス飲用水に分子量 36,000〜50,000Da	Dextran	sodium	sulfate（DSS；MP	Biomedicals）	
	
を 2%になるように加えて自由に飲水させた。実験第 0 日から第 14 日までは毎日マウス体重	
	
を測定し、その後は 1 週間毎に体重を測定して記録した。	
	
	 実験第 140 日にマウスを安楽死させ大腸を摘出し、PBS を用いて洗浄した後に 10％緩衝	
	
ホルマリン液で固定した。固定後に大腸内腔を切り開いて糞便を PBS で十分に洗浄し、蒸	
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留水を用いて 1mg/ml に希釈したインジゴカルミン注射液（第一三共）を散布し標本の画像	
	
を記録した。摘出標本において直径 2mm 以上の大腸腫瘍の数を記録した。Image	J を用いて	
	
大腸内腔全体の表面積と腫瘍部分の表面積の総和とを測定し、前者で後者を除した値に 100	
	
を乗じた割合を腫瘍表面積比（％）として算出した。形成された腫瘍は全てパラフィンブ	
	
ロックに包埋し、3μm の切片を作製しヘマトキシリンとエオシン（H&E）で染色を行って病	
	
理学的に評価した。	
	
	
マウス急性期腸炎モデル	
	
	 上述の AOM/DSS モデルにおいて実験第 14 日でマウスを安楽死させ、摘出した大腸の長さ	
	
を測定した。DSS はその分子量によって大腸での炎症部位が異なるとされており 13)、摘出し	
	
た大腸は直腸・遠位結腸・近位結腸の 3 部位に分け、それぞれの部位から組織を採取して	
	
mRNA を評価した。組織は滅菌した PBS で洗浄した後、直ちに RNAlater®	Stabilization		
	
Solution（Life	Technologies）に入れ、4℃で一晩インキュベートした。その後組織をビ	
	
ーズと共に試験管に入れ Homogenizer を用いて組織を溶解し、RNeasy	Mini	Kit（キアゲン）	
	
を添付プロトコール通り用いて total	RNA の抽出を行った。RNA 濃度は NanoDrop	ND-1000	
	
Spectrophotometer（NanoDrop	Technologies）で測定した。500ng の total	RNA を用いて	
	
PrimeScript®	1st	stand	cDNA	Synthesis	Kit（タカラバイオ）を添付プロトコールに従っ	
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て使用し、相補的 DNA を合成し逆転写反応を行った。炎症性サイトカインであると報告さ	
	
れている IL-1β、IL-6、TNF-α、IFN-γ14)および炎症によって誘導される COX-215)の mRNA	
	
発現を、GAPDH を内因性コントロールとした比較 Ct 法（ΔCt 法）を用いて定量的逆転写ポ	
	
リメラーゼ連鎖反応（RT-PCR；reverse	transcription	polymerase	chain	reaction）によ	
	
り測定した。それぞれの遺伝子の測定には各種プライマ （ー表）を使用した。定量的 RT-PCR	
	
は LightCycler480	System（Roche	Applied	System）を用い、サーマルサイクリングは	
	
pre-incubation を 95℃、3 分、PCR40 回増幅（熱変性：95℃5 秒、アニーリング・伸長反応：	
	
60℃10 秒）で行った。	
	
	
細胞株	
	
	 マウス大腸癌細胞株 CMT93 は American	Type	Culture	Collection（ATCC）より購入した。	
	
培地はダルベッコ改変イーグル培地（DMEM；Dulbecco’s	Modified	Eagle	Medium	 和光純	
	
薬）にウシ胎児血清（FBS；Fetal	bovine	serum	 フナコシ）を 10％の濃度となるように添	
	
加し、ペニシリン−ストレプトマイシン（ナカライテスク）を 1%の濃度となるように加えた	
	
ものを用い、加湿下 5％CO2	 37℃のインキュベーターで培養した。	
	
	
マウス皮下への腫瘍の移植	
	 	
	 免疫不全マウスである NOD/Shi-scid-IL2R	γ	null（NOG）マウス（実験動物中央研究所）	
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のメス 8 週齢を使用した。飼育室へ搬入した後の 1 週間を環境適応期間として飼育した後	
	
に実験に使用した。上述の条件下で培養した CMT93 を 0.25％Trypsin（和光純薬）を用いて	
	
培養皿から剥がし、LUNA-Ⅱ全自動細胞計数装置（Logos	Biosystems）を用いて細胞を計数	
	
した。生細胞 1×107個を 100μl の培地中に調整し、除毛したマウス背部に皮下注射した。	
	
移植後、第 28 日にマウスを安楽死させ、筋層を含め皮下腫瘍を摘出し 10％緩衝ホルマリン	
	
液で固定後にヘマトキシリンとエオシン（H&E）で染色を行って病理学的に評価した。	
	
	
ヒトの潰瘍性大腸炎関連結腸直腸癌の組織	
	
	 東北大学病院において、1997 年から 2016 年までの間に潰瘍性大腸炎関連結腸直腸癌と診	
	
断され外科手術を施行され、病理組織診断も術前診断と同様であった 13 例の摘出標本のパ	
	
ラフィン包埋ブロックを用いた。本研究における検体の使用は東北大学大学院医学系研究	
	
科倫理委員会により「炎症性腸疾患関連大腸癌における periostin の役割」として承認を	
	
受けて行った。	
	
	
免疫組織化学	
	
	 ヒト潰瘍性大腸炎関連結腸直腸癌手術検体、Postn+/+、Postn-/-マウスにおいて AOM/DSS	
	
投与により形成された大腸腫瘍、及び NOG マウスで CMT93 皮下移植によって形成された腫	
	
瘍・周囲組織での Ki67 および POSTN の発現を評価するため、下記の方法で免疫染色を行っ	
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た。	
	
	 Ki67 の免疫染色は、3μm の切片を脱パラフィン処理した後に Dako	FLEX	target	retrieval		
	
solution	high	pH（Dako）を用いて抗原賦活化を行い、過酸化水素（和光純薬）を 10 分間	
	
作用させ組織内在性のペルオキシダーゼを不活化した。抗 Ki-67 抗体［SP6］（ab16667）	
	
（Abcam）を Dako	REALTM	Antibody	diluent（Dako）で 200 倍に希釈し、37℃で 1 時間反応	
	
させた後に二次抗体反応を行い四塩化 3,3’-ジアミノベンジジン	
	
（3,3’-diaminobenzidine	tetrahydrochloride	；DAB）で染色した。	
	
	 POSTN の免疫染色は、脱パラフィン処理後に 0.01mol/l のクエン酸ナトリウム緩衝液（pH		
	
6.0）（アズワン）を用いて抗原賦活化を行い、過酸化水素（和光純薬）を 5 分間作用させ	
	
組織内在性のペルオキシダーゼを不活化した。抗 periostin 抗体（ab14041）を Dako	REALTM		
	
Antibody	diluent（Dako）を用いて希釈し、ヒト検体は 4℃で一晩（抗体は 4000 倍希釈）、	
	
マウス検体は室温で 1 時間（抗体は 1000 倍希釈）反応させた後に二次抗体反応を行い DAB	
	
で染色した。	
	 	
	
細胞増殖能解析	
	
	 細胞増殖能は MTT［3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium		
	
bromide,yellow	tetrazole］assay を用いて評価した。MTT 試薬（同人化学研究所）を使用	
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し添付文書通りに測定した。96 穴プレートに 5×103個/ウェルの細胞を蒔き、加湿下 5％CO2	 	
	
37℃のインキュベーターで 24 時間培養後に FBS0.1％、recombinant	mouse	Periostin	
	
（rPOSTN；R&D	Systems）を 0、0.5、1、2μg/ml に調整した培地に交換し、24 時間、48 時	
	
間、72 時間、96 時間培養を行った。各時間経過後に各ウェルに MTT 試薬（0.5mg/ml）10μl	
	
ずつを添加し 3 時間インキュベートした。VersaMax（Molecular	Devices）を用いて、生細	
	
胞数を反映する可溶化したホルマザン色素の吸光度（450nm）を測定した。培地交換時点で	
	
の吸光度に対する各時間でのホルマザン色素の吸光度の比を増殖能として評価した。	
	
	
Cancer	associated	fibroblasts（CAFs）の樹立・CAFs 馴化培地による細胞増殖	
	
能の変化	
	
		Cancer	associated	fibroblasts（CAFs）の樹立は Kinoshitama らの報告 16)の手法を改変	
	
し下記の方法で行った。	
	
AOM および DSS 投与により作成した前述のマウスにおいて、解剖時に大腸を切り開いて腫	
	
瘍部分を確認し、腫瘍周囲の正常部分を摘出し滅菌した PBS で 3 回洗浄、細切し培養皿に	
	
蒔いた。培地は Roswell	Park	Memorial	Institute	medium（RPMI-1640；和光純薬）に 10％	
	
濃度となるように FBS を加え、さらにペニシリン-ストレプトマイシン-アムホテリシン B	
	
懸濁液（和光純薬）を 0.1％濃度となるように、Gentamicin	Sulfate（10mg/ml）（和光純	
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薬）を 0.05％濃度となるように加えたものを使用した。加湿下 5％	CO2	 37℃のインキュベ	
	
ーターで培養を行い線維芽細胞が約 50-70％程度のコンフルエンシーとなった時点で継代	
	
していった。継代数が 20 を超えたところでマイコプラズマなど病原微生物の感染がないこ	
	
とを確認し、培養液を RPMI-1640 に FBS を 10％濃度、ペニシリン−ストレプトマイシンを 1％	
	
濃度で加えたものに変更した。以上の手順を Postn+/+および Postn-/-マウスで形成された腫	
	
瘍で行い、それぞれにおいて CAFs（cancer	associated	fibroblasts）を樹立した。	
	
	 上記で樹立した細胞株で、培地を DMEM に FBS を 0.1％濃度、ペニシリン−ストレプトマイ	
	
シンを 1％濃度となるように加えたものに変更した。48 時間経過したところで回収し	
	
Steradisk25（コスモ・バイオ株式会社）を通した。96 穴プレートに 5×103個/ウェルの CMT93	
	
細胞株を蒔き、加湿下 5％CO2	37℃のインキュベーターで 24 時間培養した後に上記で得ら	
	
れた馴化培地と交換し、24 時間、48 時間、72 時間、96 時間培養した。各時間経過後に、	
	
前述と同様の方法で MTT 試薬を用いて細胞増殖能の評価を行った。	
	
	
ウエスタンブロッティング	
	
	 24 穴プレートに 3×104個/ウェルで CMT93 細胞株を蒔き、加湿下 5％CO2	37℃のインキュ	
	
ベーターで 24 時間培養した。そこで FBS 濃度 0.1％、rPOSTN	を 2μg/ml に調整した培地及	
	
び rPOSTN を含まない培地に交換し 72 時間培養を行った。PBS で洗浄した後に SDS（Sodium		
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dodecyl	sulfate）バッファーでプレートより回収し、超音波破砕装置を用いて細胞を処理	
	
し電気泳動用の検体を調整した。5-20％ゲル（スーパーセップ TM；和光純薬）に 15μl の検	
	
体をアプライし、200V、40mA で電気泳動を 80 分間行った。次に氷上で 100V、350mA の条件	
	
で 1 時間かけて PVDF（Poly	Vinyliden			DiFluoride；ポリフッ化ビニリデン）膜にタンパ	
	
クを転写した。5％ウシ血清アルブミン含有 TTBS（Tween/Tris	bufferd	sarine）にアジ化	
	
ナトリウムを 0.02％となるように加えたバッファーでブロッキングを行い、PVDF 膜を一次	
	
抗体と 4℃で一晩反応させた。PVDF 膜を洗浄後に HRP（horseradish	peroxidase；西洋ワサ	
	
ビペルオキシダーゼ）標識二次抗体と室温で 1 時間反応させ、SuperSignal	West	Pico		
	
Chemoiluminescent	Substrate（Thermo	Fisher	Scientific	Inc.）を用いて発色反応を行	
	
い、LAS-4000	mini（富士フィルム）で撮影した。検出されたバンドは Image	J を用いて蛍	
	
光強度を算出し評価した。	
	
	
抗体	
	
	 抗 p44/42	MAPK 抗体（Erk1/2）（137F5）、抗リン酸化 p44/42	MAPK（Erk1/2）（Thr202/Tyr204）	
	
（D13.14.4E）抗体、抗 Akt（pan）（C67E7）抗体、抗リン酸化 Akt（Ser473）（D9E）抗体、	
	
抗 NF-κB	p65 抗体（D14E12）、抗リン酸化 NF-κB	p65 抗体（Ser536）（93H1）、抗 IκBα	
	
（L35A5）抗体、抗リン酸化 IκBα（Ser32）（14D4）は Cell	Signaling	Technology より	
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購入した。抗 α-tubulin 抗体（B-5-1-2）は Santa	Cruz	Biotechnology より購入した。	
	
	
マイクロアレイによる遺伝子変動の解析	
	
	 6 穴プレートに 5×105個/ウェルで CMT93 細胞株を蒔き、加湿下 5％CO2	37℃のインキ	
	
ュベーターで 24 時間培養した。そこで FBS を 0.1％濃度として rPOSTN を 2μg/ml に調整し	
	
た培地、及び rPOSTN を含有しない培地に交換し、72 時間培養した。RNeasy	Mini	Kit を用	
	
いて添付プロトコール通りに total	RNA を抽出し、SurePrint	G3	Mouse	GE マイクロアレイ	
	
8×60K（Agilent）を添付プロトコール通りに使用し、rPOSTN 投与によって変化した遺伝子	
	
の発現を Rank	Product 法（PMID:15327980）を用いて解析し、ヒートマップを作成した。	
	
	
Flow	cytometry によるアポトーシスの評価	
	
	 CMT93 を培養皿で 24 時間培養した後に FBS を 0.1％濃度、rPOSTN を 2μg/ml となるよう	
	
に調整した培地に交換し、72 時間培養を行った。0.25％Trypsin を用いて回収し、1×105	
	
個ずつを3％FBS含有のPBSバッファーで懸濁した。FITC標識抗Annexin	V抗体（FITC	Annexin		
	
V；Biolegend）および 7-AAD（Sigma-Aldrich）による細胞染色を行い FACS	CantoTMⅡ（Becton		
	
Dickinson）を用いて早期アポトーシス分画を評価した。	
	
	
TUNEL 法によるアポトーシスの評価	
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	 パラフィンブロックに包埋した Postn+/+および Postn-/-マウスでの大腸腫瘍各 3 検体にお	
	
いて 3μm の切片を作成し、脱パラフィン処理を行った。In	Situ	Cell	Death	Detection	Kit	
	
（Roche）を添付プロトコール通りに使用して蛍光染色を行った。アポトーシスは共焦点レ	
	
ーザー顕微鏡 A1（ニコン）を用いて 1 検体から無作為に 5 領域を選択し、FITC と DAPI が	
	
共局在する細胞数を計測した。	
	
	
統計学的解析	
	
	 各 assay における 2 群間の検定や、各検体間の遺伝子発現は t 検定を行った。いずれの	
	
検定においても P 値 0.05 未満を統計学的有意差ありと判断した。統計解析には GraphPad		
	
Prism	version	6.0g（GraphPad	Software）を用いた。	
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5.研究結果	
	
	
1.UC-CRCを想定した発癌モデルマウス及びUC-CRC手術検体におけるPOSTNの発現について	
	
	 はじめに、POSTN の大腸癌における分布を検索するために、炎症性発癌モデルマウスから	
	
発癌した腫瘍の免疫染色を行った。まず抗 Ki67 抗体を用いて染色を行うと、Postn+/+マウス	
	
の腫瘍部分の免疫染色では、粘膜下層に近い腫瘍腺管部分に一致して Ki67 が高発現してい	
	
た。次いで抗 POSTN 抗体で染色した結果、腫瘍部での POSTN 発現は認められなかったが、	
	
粘膜下層の間質では、粘膜層の間質よりも強い発現が認められた（図 1）。POSTN-/-マウス	
	
の大腸組織も陰性コントロールとして抗 POSTN 抗体で染色したが、POSTN の発現は確認でき	
	
なかった。	
	
	 次に、UC-CRC ヒト手術検体を用いて免疫染色を行った。腫瘍腺管部分に一致して Ki67 が	
	
発現しており、腫瘍腺管に接した間質に高い POSTN 発現が見られる傾向にあった（図 2）。	
	
	 NOG マウス皮下に CMT93 細胞を移植した組織でも検討した。移植された CMT93 細胞は大部	
	
分が Ki67 陽性であり、その周囲の間質では POSTN が比較的高発現していた（図 3）。	
	
	 以上の結果からは、増殖期の腫瘍細胞とその周囲の間質における POSTN の発現との間に	
	
は何らかの関連性があることが示唆された。	
	
	
2.POSTN ノックアウトによる造腫瘍能の変化についての検討	
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	 POSTN の UC-CRC に対する影響を明らかにするために、Postn+/+マウス群と Postn-/-マウス	
	
群との間で AOM	/	DSS による炎症性発癌モデルマウスを作成し、大腸の発癌進展に違いが	
	
ないかを検討した。AOM	/	DSS 投与後第 140 日まで生存した個体は、Postn+/+マウス 10 体、	
	
Postn-/-マウス 8 体であった。それぞれにおいて形成された腫瘍の HE 染色像は組織学的に差	
	
を認めなかった（図 4（b））。腫瘍表面積比は Postn-/-マウス群が 11.79±1.43%、Postn+/+	
	
マウス群が 3.04±2.37%と POSTN-/-群が有意に大きかった（p<0.05）（図 4（c））。	
	
2mm 以上の腫瘍数を計測したところ、Postn-/-マウス群が 5.50±0.57 個、Postn+/+マウス群	
	
が 1.00±0.58 個であり、腫瘍数でも Postn-/-群が有意に多かった（p<0.01）（図 4（d））。	
	
以上の結果から、POSTN 非存在下では大腸癌の発癌進展が促進していることが示唆された。	
	
	 AOM/DSS 投与後 14 日目で解剖した急性期腸炎モデルでは、腸管の炎症の程度と関連する	
	
とされる 17)大腸長は Postn-/-マウス群で 93.00±1.87mm、Postn+/+マウス群では 93.33±	
	
2.12mm と有意な差を認めなかった（図 5（a））。	
	
マウス体重変化については図 5（b）の通り Postn+/+マウス群と Postn-/-マウス群との間で有	
	
意差を認めておらず、また、組織における炎症性サイトカイン（IL-1β、IL-6、TNF-α、	
	
IFN-γ）や炎症によって誘導されるマーカー分子である COX-2 の mRNA の発現にも有意差を	
	
認めなかった（図 5（c））。	
	
以上のことから、POSTN の有無によって炎症の程度は変化しないと考えられた。	
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3.rPOSTN による大腸癌細胞株の表現型解析	
	
	 POSTN による大腸癌細胞に対する影響をさらに検討するために、マウス大腸癌細胞株	
	
CMT93 を用いて、in	vitro の検討を行った。	
	
線維芽細胞から分泌される POSTN の影響を明らかにするために、CMT93 培養において rPOSTN	
	
を加えたところ、CMT93 の増殖が抑制された（図 6）。	
	
マウス大腸癌周囲組織から樹立した線維芽細胞株（Cancer	associated	fibroblasts；CAFs）	
	
の馴化培地をCMT93に加えたところ、Postn+/+-CAFsの馴化培地では増殖が抑制された（図7）。	
	
rPOSTN 投与により細胞内増殖シグナルが変化している可能性を検討するために、代表的な	
	
細胞増殖に関わる細胞内シグナルとして知られる 18)19)20)Erk・Akt・NF-κB-p65・IκBα の	
	
リン酸化をウェスタンブロッティングで評価した。rPOSTN 投与の有無によってリン酸化 Erk		
	
/	Erk、リン酸化 Akt	/	Akt の発光強度の比は変化しなかった。また、NF-κB-p65 や IκB	
	
αのリン酸化はごくわずかであり定量は困難であった（図 8）。	
	
POSTN が大腸癌細胞に与える影響を網羅的に解析するために、マイクロアレイを施行し、変	
	
動した遺伝子群について Rank	product 法により解析を行った（図 9（a））。発現変動が大	
	
きかった遺伝子の多くは機能が不明なものや、マウス特有の遺伝子であった。Bbox1（γ	
	
-butyrobetaine	hydroxylase）は L-カルニチン新生経路に関わる脂肪酸代謝の主要な酵素	
	
である 21)。rPOSTN を大腸癌細胞株に投与し、Bbox1 の mRNA 発現を RT-PCR 法で確認したが、	
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rPOSTN 濃度と Bbox1 の発現との間に濃度依存性は確認できなかった。Weighted	Average		
	
Difference 法による解析では、アポトーシス誘導分子として報告のある 22)Bnip3 の発現変	
	
動が上位となっていた。rPOSTN 投与によって Bnip3 の mRNA 発現を RT-PCR 法で確認したと	
	
ころ、rPOSTN 濃度依存性に Bnip3 の発現が上昇しており（図 9（b））、同分子に着目しア	
	
ポトーシスについての検討を行うこととした。	
	
Flow	cytometry でアポトーシスの変化を検討すると、早期アポトーシス分画である 7-AAD	
	
陰性/AnnexinV 陽性の分画が rPOSTN 投与群では 6.09±1.00％、rPOSTN 非投与群（コントロ	
	
ール群）では 3.10±0.39％と、rPOSTN 投与群で有意に増加していた（図 10（a）（b））。	
	
さらに、Postn+/+、Postn-/-マウスで形成された腫瘍組織において TUNEL アッセイを行った。	
	
1 視野あたりの TUNEL 陽性細胞数は Postn+/+マウス大腸腫瘍では 7.00±0.72 個、Postn-/-マ	
	
ウス大腸腫瘍ではと 4.67±0.57 個と、Postn+/+マウス腫瘍において有意に多かった（図 11	
	
（a）（b））。	
	
以上のことから、POSTN は大腸癌細胞に対してアポトーシスを誘導し増殖を抑制している可	
	
能性が考えられた。	
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6.考察	
	
	
	 Postn+/+マウスで形成された腫瘍及びヒトの UC-CRC 手術検体の免疫染色結果からは、腫瘍	
	
における POSTN は先進部と接する間質に発現していると思われた。また、皮下移植モデル	
	
では移植により形成された CMT93 の腫瘍内部に POSTN が発現していた。POSTN は主に線維芽	
	
細胞から分泌されると考えられるため、移植した CMT93 からではなく移植されたマウス側	
	
の線維芽細胞から分泌されたとものと考えられる。	
	
すなわち、腫瘍移植に対する宿主側の反応性変化として線維芽細胞から POSTN の発現が誘	
	
導されている可能性が示唆された。	
	
次に AOM/DSS による炎症性発癌モデルの解析では、腫瘍の大きさ・個数いずれの点におい	
	
ても Postn-/-マウス群が Postn+/+マウス群よりも有意に大きく、造腫瘍能が高いという結果	
	
であった。すなわち、POSTN を産生できないことによって大腸で造腫瘍能が高まっている可	
	
能性が考えられた。	
	
	 以上の結果より、POSTN は腫瘍の形成や浸潤に対して反応性に発現し、抗腫瘍性に働く可	
	
能性が考えられた。結腸直腸癌（CRC）患者の血清 POSTN 濃度と、良性の大腸ポリープや大	
	
腸腺腫、及び健常人の血清 POSTN 濃度とを比較すると、CRC 患者においては腫瘍周囲間質か	
	
ら POSTN が産生されるため有意に血清濃度が高く、さらに CRC の術後に低下する傾向があ	
	
 25 
るとも報告されており 23)、このことは POSTN が腫瘍に対して反応性に分泌されるという本	
	
研究の結果と一致する。	
	
	 POSTN ノックアウトによる造腫瘍能の上昇が、急性期の腸炎の程度によるものかどうかを	
	
同様の実験系で評価すると、炎症性サイトカインの発現や炎症の程度を反映すると考えら	
	
れる腸管長、体重変化といった表現型については Postn+/+マウス群と Postn-/-マウス群の間	
	
に有意な差を認めず、POSTN は急性期腸炎の程度には影響しないと考えられた。このことか	
	
ら、POSTN は炎症による発癌に関与しているのではなく、主に発癌後の細胞増殖に作用して	
	
いる可能性が考えられた。	
	
	 Koh らは本検討と同様に Postn+/+マウスと Postn-/-マウスに DSS 投与を行い腸炎に関して	
	
検討しているが、Postn+/+マウス群でより腸炎の程度が強く、さらに POSTN の中和抗体投与	
	
によって Postn+/+マウス群での腸炎が軽減されたと報告している 24)。同検討では 4％の DSS	
	
を投与しており体重減少の程度が大きく、そのため、急性期腸炎の表現型の差がより明瞭	
	
となった可能性はある。	
	
	 本研究では、POSTN は大腸癌細胞株や、AOM/DSS 発癌モデルにおいて形成された腫瘍の増	
	
殖過程でアポトーシスを誘導し、増殖に対して抑制的に機能している可能性が示唆された。	
	
	 これまで POSTN とアポトーシスとの関連については、ヒト歯周靭帯細胞において POSTN	
	
が TGF-βシグナルを介して低酸素によるアポトーシスを抑制するという報告 25)や、POSTN	
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の up-regulation が Nrf2（nuclear	factor	erythroid	2-related	factor	2）	
	
/HO-1（heme	oxygenase-1）シグナル経路を介して高濃度のグルコース刺激による活性酸素	
	
種の産生を抑制する事によってアポトーシスを抑制する（ヒト臍帯静脈内皮細胞における	
	
検討）という報告 26)がある。しかし、POSTN がアポトーシスを誘導するという知見は現在ま	
	
でない。	
	
	 Lin らは、エネルギーストレス環境下で Fork	head 転写因子ファミリーに属する FoxO	
	
（Forkhead	box	O）が BNIP3 を介してミトコンドリア依存性のアポトーシスを促進すると	
	
報告している 27)。また、FoxO による転写制御は PI3K/AKT 経路の下流に存在しているとされ	
	
る 28)。今回の検討においては rPOSTN刺激による Aktリン酸化の変化は確認できなかったが、	
	
POSTN は integrin 受容体に結合することによって Akt/PKB 経路を活性化するという報告も	
	
あり 29)、POSTN が Akt/FoxO/BNIP3 という分子機序によりアポトーシスを誘導している可能	
	
性が考えられる。また、integrin は p53 を介して DNA 損傷に対するアポトーシス反応を調	
	
整しているという事が報告されており 30)、そのような機序で POSTN がアポトーシスに関与	
	
している可能性も考えられる。	
	
	 これまでの報告では、POSTN は癌の増殖に対して促進的に働く、というものが多くみられ	
	
る 31)。Underwood らは、食道腺癌において POSTN が in	vitro では浸潤を促進し、in	vivo	
	
において癌細胞の増殖を促進すると報告しており 32)、また、Kanno らは膵臓癌細胞株におい	
 27 
て高濃度の rPOSTN は移動能や Akt の活性化を促進する一方で、低濃度の POSTN を含む培養	
	
上清では移動能が低下する事を示しており、POSTN は濃度によって bi-phasic な効果を有す	
	
るとも考察している 33）。	
	
しかし本研究で新たに得られた知見としては、POSTN が大腸癌の増殖に対して抑制的に機能	
	
し、さらに免疫染色の結果からは癌の浸潤に対して CAFs から反応性に POSTN が発現し、癌	
	
細胞に対する生体防御機構として機能している可能性が示唆された。	
	
	 以上のように、POSTN の作用は間質において相互作用する癌種によって異なり、正反対と	
	
なるような作用を含めて多彩な役割を果たしている可能性が考えられる。今後はこういっ	
	
た癌種や臓器別による POSTN の役割の違いを明らかにする必要があると考えられる。	
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7.結論	
	
	
	 潰瘍性大腸炎関連結腸直腸癌において POSTN は癌増殖部位に対してアポトーシスを誘導	
	
し、癌抑制的に機能している可能性が考えられた。	
	 	
 29 
8.文献	
	
	
1. 公益財団法人	 難病医学研究財団/難病情報センター	 ホームページ	
	
（http://www.nanbyou.or.jp/entry/62）	
	
2. 平成 27 年度改訂版	 潰瘍性大腸炎・クローン病	 診断基準・治療指針	 厚生労働科学	
	
研究費補助金	 難治性疾患等政策研究事業	 「難治性炎症性腸管障害に関する調査研	
	
究」（鈴木班）	 平成 27 年度分担研究報告書	 別冊	
	
（http://ibdjapan.org/pdf/doc01.pdf）	
	
3. Jess	T,	Rungoe	C,	Peyrin-Biroulet	L.Risk	of	colorectal	cancer	in	patients		
	
with	ulcerative	colitis:a	meta-analysis	of	population-based	cohort	studies.	Clin		
	
Gastroenterol	Hepatol.2012;10(6):639-45.	
	
4. Lakatos	P.L,	Lakatos	L.Risk	for	colorectal	cancer	in	ulcerative		
	
colitis:changes,causes	and	management	strategies.World		
	
J.Gastroenterol.2008;14,3937-47.	
	
5. Kudo	A.Periostin	in	fibrillogenesis	for	tissue	regeneration:periostin		actions		
	
inside	and	outside	the	cell.	Cell	Mol	Life	Sci.2011;68(19):3201-7.	
	
6. Hong	LZ,	Wei	XW,	Chen	JF,	Shi	Y.Overexpression	of	periostin	predicts	poor		
	
 30 
prognosis	in	non-small	cell	lung	cancer.Oncology	letters.2013		
	
Dec;6(6):1595-1603.	
	
7. Gillan	L,	Matei	D,	Fishman	DA,	Gerbin	CS,	Karlan	BY,	Chang	DD.Periostin	secreted		
	
by	epithelial	ovarian	carcinoma	is	a	ligand	for	αVβ3	and	αVβ5	integrins	and		
	
promotes	cell	mortility.Cancer	Res.2002	Sep	15;62(18):5358-64.	
	
8. Sasaki	H,	Sato	Y,	Kondo	S,	Fukai	I,	Kiriyama	M,	Yamakawa	Y,	Fujii	Y.Expression		
	
of	the	periostin	mRNA	level	in	neuroblastoma.J	Pediatr	Surg.2002		
	
Sep;37(9):1293-7.	
	
9. Hu	WW.Periostin	promotes	epithelial-mesenchymal	transition	via	the			
	
MAPK/miR-381	axis	in	lung	cancer.Oncotarget.2017;19273.	
	
10. Li	Z,	Zhang	X,	Yang	Y,	Yang	S,	Dong	Z,	Du	L,	Wang	L,	Wang	C.Periostion	expression	
	
and	its	prognostic	value	for	colorectal	cancer.Int	J	Mol	Sci.2015		
	
May27;16(6):12108-18.		
	
11. Shimazaki	M,	Nakamura	K,	Kii	I,	Kashima	T,	Amizuka	N,	Li	M,	Saito	M,	Fukuda	K,	
	
Nishiyama	T,	Kitajima	S,	Saga	Y,	Fukuyama	M,	Sata	M,	Kudo	A.Periostin	is	essential		
	
for	cardiac	healing	after	acute	myocardial	infarction.J	Exp		
	
Med.2008;205(2):295-303.	
 31 
12. Tanaka	T,	Kohno	H,	Suzuki	R,	Yamada	Y,	Sugie	S,	Mori	H.	A	novel		
	
inflammation-related	mouse	colon	carcinogenesis	model	induced	by	azoxymethane	
	
	and	dextran	sodium	sulfate.Cancer	Sci.2003	Nov;94(11):965-73.	
	
13. Perse	M,	Cerar	A.	Dextran	sodium	sulphate	colitis	mouse	model:	traps	and	tricks.J		
	
Biomed	Biotechnol.2012;2012:718617.	
	
14. Y.Yan,	V.Kolachala,	G.Dalmasso.Temporal	and	spatial	analysis	of	clinical	and	
	
molecular	parameters	in	dextran	sodium	sulfate	induced	colitis,PLoS		
	
One,vol4,no.6,Article	ID	e6073,2009.	
	
15. Dudhgaonkar	S,	Tandan	SK,	Kumar	D,	Raviprakash	V	and	Kataria	M.Influence	of		
	
simultaneous	inhibition	of	cyclooxygenase-2	and	inducible	nitric	oxide	synthase		
	
in	experimental	colitis	in	rats.	Inflammopharmacology.15:188-195.2007.	
	
16. Kinoshita	K,	Nakagawa	K,	Hamada	J,	Hida	Y,	Tada	M,	Kondo	S,	Moriuchi	T.Imatinib		
	
mesylate	inhibits	the	proliferation-stimulating	effect	of	human	lung		
	
cancer-associated	stromal	fibroblasts	on	lung	cancer	cells.Int	J	Oncol.2010	
	
Oct;37(4):869-77.	
	
17. Eijkelkamp	N,	Heijnen	CJ,	Lucas	A,	Premont	RT,	Elsenbruch	S,	Schedlowski	M,		
	
Kavelaars	A.G	protein-coupled	receptor	kinase	6	controls	chronicity	and	severity		
 32 
of	dextran	sodium	sulphate-induced	colitis	in	mice.Gut.	2007	Jun;56(6):847-54.		
	
Epub	2007	Jan	17.	
	
18. Roberts	PJ,	Der	CJ.Targeting	the	Raf-MEK-ERK	mitogen-activated	protein	kinase		
	
cascade	for	the	treatment	of	cancer.	Oncogene(2007)26:3291–3310.	
	
19. Manning	BD,Toker	A.AKT/PKB	signaling:Navigating	the	Network.Cell.2017	Apr		
	
20;169(3):381-405.	
	
20. Pikarsky	E,	Porat	RM,	Stein	I,	Abramovitch	R,	Amit	S,	Kasem	S,	Gutkovich-Pyest		
	
E,	Urieli-Shoval	S,	Galun	E,	Ben-Neriah	Y	(2004)	NF-kB	functions	as	a	tumor		
	
promoter	in	inflammation-associated	cancer.	Nature.431:461–466.	
	
21. Vaz	FM,	Wanders	RJ.Carnitine	biosynthesis	in	mammals.Biochem	J.2002	Feb		
	
1;361(Pt	3):417-29.	
	
22. Vasagiri	N,	Kutala	VK.Structure,function,and	epigenetic	regulation	of	BNIP3:a		
	
pathophysiological	relevance.Nol	Biol	Rep.2014	Nov;41(11):7705-14.	
	
23. Ben	QW,	Zhao	Z,	Ge	SF,	Zhou	J,	Yuan	F,	Yuan	YZ.Circulating	levels	of	periostin		
	
may	help	identify	patients	with	more	aggressive	colorectal	cancer.Int	J	Oncol.		
	
2009	Mar;	34(3):821-8.	
	
24. Koh	SJ,	Choi	Y,	Kim	BG,	Lee	KL,	Kim	DW,	Kim	JH,	Kim	JW,	Kim	JS.Matricellular	Protein		
 33 
	
Periostin	Mediates	Intestinal	Inflammation	through	the	Activation	of	Nuclear		
	
Factor	κB	Signaling.PLoS	One.2016	Feb	18;11(2):e0149652.	
	
25. Aukkarasongsup	P,	Haruyama	N,	Matsumoto	T,	Shiga	M,	Moriyama	K.Periostin	inhibits	
	
hypoxia-induced	apoptosis	in	human	periodontal	ligament	cells	via	TGF-β		
	
signaling.Biochem	Biophys	Res	Commun.2013	Nov	8;441(1):126-32.	
	
26. Zhong	ZY,	Tang	Y.Upregulation	of	Periostin	Prevents	High	Glucose-Induced		
	
Mitochondrial	Apoptosis	in	Human	Umbilical	Vein	Endothelial	Cell	via	Activation		
	
of	Nrf2/HO-1	signaling.Cell	Physiol	Biochem.2016;39(1):71-80.	
	
27. Lin	A,Yao	J,	Zhuang	L,	Wang	D,	Han	J,	Lam	EW,	Gan	B.The	FoxO-BNIP3	axis	exerets		
	
a	unique	regulation	of	mTORC1	and	cell	survival	under	energy	stress.Oncogene.2014		
	
Jun	12;33(24):3183-94.		
	
28. Lin	K,	Dorman	JB,	Rodan	,Kenyon	C.daf-16:An	HNF-3/forkhead	family	member	that	
	
can	function	to	double	the	life-span	of	Caenorhabditis		
	
elegans.Science.1997;278:1319-1322.	
	
29. Ouyang	G,	Liu	M,	Ruan	K,	Song	G,	Mao	Y,	Bao	S.Upregulated	expression	of	periostin	
	
by	hypoxia	in	non-small-cell	lung	cancer	cells	promotes	cell	survival	via	the		
	
 34 
Akt/PKB	pathway.Cancer	Lett.2009;281:213-219.	
	
30. Lewis	JM,Truong	TN,	Schwartz	MA.Integrin	regulate	the	apoptotic	response	to	DNA		
	
damage	through	modulation	of	p53.Proc	Natl	Acad	Sci	USA.2002	Mar		
	
19;99(6):3627-32.		
	
31. Ratajczak-Wielgomas	K,	Dziegiel	P.The	role	of	periostin	in	neoplastic		
	
processes.Folia	Histochem	Cytobiol.2015;53(2):120-32.	
	
32. Underwood	TJ,	Hayden	AL,	Derouet	M,	Garcia	E,	Noble	F,	White	MJ,Thirdborough		
	
S,	Mead	A,	Clemons	N,	Mellone	M,Uzoho	C,	Primrose	JN,	Blaydes	JP,	Thomas		
	
GJ.Cancer-associated	fibroblasts	predict	poor	outcome	and	promote		
	
periostin-dependent	invasion	in	oesophageal	adenocarcinoma.J	Pathol.2015		
	
Feb;235(3):466-77.doi:10.1002/path.4467.	
	
33. Kanno	A,	Satoh	K,	Masamune	A,	Hirota	M,	Kimura	K,	Umino	J,	Hamada	S,	Satoh	A,		
	
Egawa	S,	Motoi	F,	Unno	M,	Shimosegawa	T.Periostin,	secreted	from	stromal	cells,		
	
has	biphasic	effect	on	cell	migration	and	correlates	with	the	epithelial	to		
	
mesenchymal	transition	of	human	pancreatic	cancer	cells.Int	J	Cancer.2008	Jun		
	
15;122(12):2707-18.	
	 	
 35 
9.図表	
	
	
図 1	 Postn+/+マウスにおいて形成された大腸癌組織像	
	
AOM 投与後第 140 日で安楽死され解剖した Postn+/+マウス大腸に認められた腫瘍の組織像	
	
を示す。スケール：500μm。右側には太枠内の強拡大像を示す。	
	
（a）	 H&E 染色像	
	
（b）	 抗 Ki67抗体による免疫染色像を示す。粘膜下層に近い腫瘍腺管部分に一致してKi67	
	
が高発現していた。	
	
（c）	 抗 POSTN 抗体による免疫染色像を示す。腫瘍部での POSTN 発現は認められなかった	
	
が、粘膜下層の間質では、粘膜層の間質よりも強い発現を認めた。	
	
	
	
図 2	 UC-CRC ヒト手術検体における免疫染色	
	
ヒト UC-CRC 手術検体での代表的な組織像を示す。スケール：500μm。	
	
（a）	 H&E 染色像	
	
（b）	 抗 Ki67 抗体による免疫染色像を示す。腫瘍腺管部分に一致して Ki67 が発現してい
た。	
	
（c）	 抗 POSTN 抗体による免疫染色像を示す。腫瘍腺管に接した間質に高い POSTN 発現が	
	
認められる傾向にあった。	
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図 3	 NOG マウス皮下に移植し作成した腫瘍の組織像	
	
NOG マウス皮下に大腸癌細胞株 CMT93 を移植し、第 28 日までに形成された腫瘍の組織像を	
	
示す。スケール：500μm。	
	
（a）	 H&E 染色像	
	
（b）	 抗 Ki67 抗体による免疫染色像を示す。移植された CMT93 細胞は大部分が Ki67 陽性	
	
であった。	
	
（c）	 抗 POSTN抗体による免疫染色像を示す。移植された CMT93細胞周囲の間質では POSTN	
	
が比較的高発現していた。	
	
	
	
図 4	 Postn+/+マウス群及び Postn-/-マウス群における造腫瘍能の違い	
	
AOM/DSS による発癌実験開始後第 140 日まで生存したマウス（Postn+/+マウス 10 体、Postn-/-	
	
マウス 8 体）において形成された大腸腫瘍について解析した。	
	
（a）	 大腸内腔の肉眼像（インジゴカルミン散布）。矢先は形成された腫瘍を示す。	
	
（b）	 腫瘍組織の H&E 染色像。組織学的な差は認められなかった。スケール：100μm。	
	
（c）	 腫瘍表面積比（腫瘍表面積の総和（mm2）/大腸全体の表面積（mm2）×100）の平均	
	
値±標準偏差を示す。Postn-/-マウス群では 11.79±1.43%、Postn+/+マウス群では	
	
3.04±2.37%と、Postn-/-群が有意に大きかった。*	p＜0.05。	
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（d）	 直径 2mm以上の腫瘍数の平均値±標準偏差を示す。Postn-/-マウス群では 5.50±0.57	
	
個、Postn+/+マウス群では 1.00±0.58 個と、Postn-/-群が有意に多かった。	
	
**	p＜0.01。	
	
	
	
図 5	 Postn+/+マウス群及び Postn-/-マウス群における急性期腸炎の解析	
	
AOM/DSS による発癌実験開始後第 14 日のマウス（Postn+/+マウス 5 体、Postn-/-マウス 5 体）	
	
について解析を行った。	
	
（a）	 大腸長の平均値±標準偏差を示す。統計学的有意差は認められなかった。	
	
（b）	 実験開始第 0 日の体重に対する体重の比の経時変化を示す。統計学的有意差は認め	
	
られなかった。	
	
（c）	 腸管組織における炎症性サイトカイン炎症性サイトカイン（IL-1β、IL-6、TNF-α、	
	
IFN-γ）および炎症により誘導される COX-2 の mRNA 発現。縦軸はいずれも GAPDH	
	
を内部コントロールとした相対値として示した。大腸組織は直腸・遠位結腸・近位	
	
結腸の 3 部位に分けて評価したが、統計学的有意差は認められなかった。	
	
	
	
図 6	 rPOSTN 投与による細胞増殖能の変化	
	
rPOSTN を含む培地で培養した際の CMT93 細胞の細胞数を MTT アッセイで調べた。rPOSTN 投	
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与（rPOSTN 濃度 0.5、1、2μg/ml）により CMT93 細胞の増殖抑制が認められた。	
	
*	p＜0.05。	
	
	
	
図 7	 Postn+/+-CAFs 及び Postn-/--CAFs の馴化培地による細胞増殖能の変化	
	
Postn+/+-CAFsあるいはPostn-/--CAFsの馴化培地を用いてCMT93細胞を培養し、細胞数をMTT	
	
アッセイで調べた。Postn+/+-CAFs	馴化培地により CMT93 細胞の増殖抑制が認められた。	
	
*	p＜0.05。	
	
	
	
図 8	 rPOSTN 投与による細胞内増殖シグナルの変化	
	
	CMT93 細胞を rPOSTN で 72 時間刺激し、各種シグナル分子をウェスタンブロットで検討し	
	
た。バンドの上にリン酸化 Erk/Erk およびリン酸化 Akt/Akt の比を示す。	
	
	
	
図 9	 rPOSTN 投与による遺伝子変動	
	
CMT93 細胞を rPOSTN あるいは PBS で 72 時間刺激した後に total	RNA を抽出し、マイクロア	
	
レイを用いて網羅的に遺伝子変動を検索した。	
	
（a）	 Rank	Product 法を用いて発現の変動が大きかった遺伝子を解析し、上位 20 位の遺	
	
伝子についてヒートマップを作成した。	
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（b） 上記と同様の実験系で CMT93 を刺激した際の Bnip3 の mRNA 発現。縦軸はいずれも
GAPDH を内部コントロールとした相対値として示す。	
図 10	 rPOSTN 投与によるアポトーシスの変化	
CMT93 細胞を rPOSTN で 72 時間刺激した後に、annexinV および DNA 量（7-AAD）をフローサ	
イトメーターで検討した（rPOSTN 投与群、コントロール群各 3 検体）。
（a） 早期アポトーシス分画である 7-AAD 陰性	/	AnnexinV 陽性分画（黒太枠部分）を示
す。	
（b） 早期アポトーシス分画は rPOSTN 投与群で 6.09±1.00％、コントロール群では 3.10
±0.39％と、rPOSTN 投与群で有意に増加していた。*	p＜0.05。	
図 11	 in	vivo でのアポトーシスの変化	
Postn+/+マウスおよび Postn-/-マウス大腸腫瘍において TUNEL 法を用いてアポトーシスを評	
価した。	
（a） スケール：50μm。
（b） 1視野あたりのTUNEL陽性細胞数はPostn+/+マウス大腸腫瘍では7.00±0.72、Postn-/-
マウス大腸腫瘍ではと 4.67±0.57 個であり、Postn+/+マウス大腸腫瘍で有意に多か
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った。*	p＜0.05。	
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